Sprawozdanie z realizacji zadania badawczego nr 11 za 2023 rok

Tytut zadania Identyfikacja mechanizmu molekularnego odpornosci Zyta ozimego na rdze
brunatna.

Kierownik zadania: dr hab. inz. Kamila Nowosad , prof. Uczelni
Celem prac realizowanych w 2023 roku byto:

1) Wytypowanie genotypow zyta o najwickszej tolerancji lub catkowitej odpornosci na porazenie rdza
brunatng (Puccinia recondita).

2) Uzyskanie informacji o genotypie osobnikéw populacji F, niezbednych do utworzenia mapy
genetyczne;.

3) Identyfikacja gendw o zmienionej ekspresji po infekcji patogenem grzybowym roslin wybranych z
materiatow kolekcyjnych hodowcow.

W roku 2023 wykonano nastepujace prace:
Ad1)

Materiat badawczy stanowity przekazane przez hodowcéw materiaty wyjsciowe do hodowli nowych
odmian zyta ozimego, linie wsobne z kolekcji oraz zarejestrowane odmiany, ktore zostalty uzyte jako
wzorce.

1. Formy zyta ozimego przekazane przez:
1.1. DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0. 0. (60 genotypow)

A) STN/23, S12N/23, S17N/23, S37N/23, S39N/23, S63N/23, S65N/23, S80N/23, S82N/23,
S83N/23, S89N/23, S98N/23, SI105N/23, S109N/23, SI113N/23, S123N/23, S127N/23,
S129N/23, S134N/23, S135N/23

B) SOA 1/23, SOA 2/23, SOA 3/23, SOA 4/23, SOA 5/23, SOA 6/23, SOA 7/23, SOA 8/23,
SOA 9/23, SOA 10/23, SOA 11/23, SOA 12/23, SOA 13/23, SOA 14/23, SOA 15/23, SOA
16/23, SOA 17/23, SOA 18/23, SOA 19/23, SOA 20/23

C) Szk 03/20R, Szk 04/21R, Szk 05/21R, Szk 06/21RS, Szk 07/22R, Szk 09/19R, Szk 10/20RS,
Szk 11/22R, Szk 12/19R, Szk 13/21R, Szk 14/21R, Szk 15/19R, Szk 16/22R, Szk 17/19R,
Szk 18/21RS, Szk 19/20K, Szk 20/22RS, Szk 21/22K, Szk 22/20K, Szk 23/21K

1.2. Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR (60 genotypoéw)

HRSM 637 - 4R, HRSM 658 - 4R, HRSM 661 - 4R, HRSM 647 - 4R, HRSM 693 - 3R, HRSM
701 - 3R, HRSM 706 - 2R, HRSM 711 - 2R, HRSM 718 - 2R, HRSM 720 - 2R, HRSM 726 - 2R,
HRSM 734 - 2R, HRSM 736 - 2R, HRSM 754 - 2R, HRSM 765 - 2R, HRSM 766 - 2R, HRSM
776 - 2R, HRSM 785 - R, HRSM 786 - R, HRSM 790 - R, HRSM 804, HRSM 805, HRSM 806,
HRSM 807, HRSM 808, HRSM 809, HRSM 810, HRSM 811, HRSM 813, HRSM 814, HRSM
815, HRSM 816, HRSM 817, HRSM 818, HRSM 819, HRSM 820, HRSM 821, HRSM 822,
HRSM 823, HRSM 824, HRSM 826, HRSM 827, HRSM 828, HRSM 830, HRSM 831, HRSM
832, HRSM 833, HRSM 834, HRSM 835, HRSM 836, HRSM 837, HRSM 838, HRSM 8§39,
HRSM 840, HRSM 842, HRSM 843, HRSM 844, HRSM 845, HRSM 846, HRSM 847

1.3 Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0. (60 genotypdw)

NS25N/14, NSO0858N/05, NS419N/1/20, NS1832N/1, NS151N/14, NS1120N/4, 857/2N/21,
NSIN/22, NS2N/22, NS5N/22, NSI10N/22, NSI11P/22, NS13P/22, NS14N/22, NS15P/22,
NS16N/22, NS17N/22, NS22N/22, NS23N/22, NS24N/22, NS25N/22, NS26N/22, NS28N/22,



NS98N/14, NS33N/16, NS33N/22, NS36N/22, 3503/3, 4374/1, 4464/1, 3527/4, 3535/1, 3545/2,
3558/1, 3636/4, 3666/1, 3697/1, 3715/3, 3734/3, 3734/4, 3805/1, 3730/1, 3833/1, 3839/1, 3856/1,
3877/1, 3882/1, 3889/3, 3911/1, 3918/1, 3970/1, 3984/1, 4000/2, 4002/1, 4014/1, Ekran 37/22,
4073/1, 4099/1, 4139/1, 4150/5

Z przestanych materialow do badan 10 genotypow nie kietkowato i nie zostaly one poddane analizie,
byty to:

NS23N/22, NS10N/22, NSIN/22, HRSM 809, HRSM 814, HRSM 637 - 4R, NS16N/22,
3527/4, 4073/1, HRSM 754 - 2R

W roku 2023 testowaniu w kierunku poszukiwania odpornos$ci na rdze¢ brunatna poddano tacznie 170
genotypow zyta ozimego plus wzorce w doswiadczeniach infekcyjnych. Byly to dostarczone przez
hodowcow linie wsobne, populacje oraz odmiany wzorcowe.

Ocene podatnosci genotypow zyta na porazenie przez rdz¢ brunatng (Puccinia recondita) wykonano
metoda laboratoryjna. Na szlakach Petriego przygotowano pozywke sktadajaca si¢ z agaru z
dodatkiem benzomidazolu. Liscie dziesigciodniowych siewek uktadano na pozywce, a nast¢pnie
infekowano przygotowanym wczesniej inokulatem rdzy brunatnej. Material do przygotowania
zawiesiny inokulacyjnej zebrano w roznych miejscowosciach ( m.in: Wroctaw, Smolice,
Kondratowice, Radzikéw), aby otrzymac szeroka genetycznie populacj¢ zarodnikéw patogena. Oceny
porazenia wykonano po dziesieciu dniach od inokulacji, w skali czterostopniowej, gdzie 1 — brak
porazenia, a 4 - silne objawy porazenia rdzg brunatng na lisciu.

Wyniki ocen zostaly poddane analizom statystycznym. W celu prawidlowego statystycznego
opracowania otrzymanych danych eksperymentalnych przeprowadzono ich transformacje, w celu
spetnienia warunkéw koniecznych do analiz, czyli uzyskania ciaglo$ci i normalno$ci rozktadu
empirycznego. Wyniki surowe przeksztalcono wykorzystujac wzoér podany przez Wegrzyna i in.
(1996), a nastepnie przeprowadzono jednoczynnikowg analize¢ wariancji zgodnie z modelem
kompletnej randomizacji (ANOVA), co umozliwito sprawdzenie istotnosci zréznicowania badanych
genotypow zyta ozimego pod wzgledem odpornosci na rdz¢ brunatng. Do grupowania genotypow o
tej samej wartosci $rednich, czyli do ich podziatu na grupy jednorodne wykorzystano wielokrotny test
Duncana.

W doswiadczeniach infekcyjnych wykonano oceny podatnosci posiadanych form zyta na
porazenie przez Puccinia recondita. Ocena objgto tacznie 170 genotypdw zyta plus formy kontrolne -
linie UPWR.

Wyniki ocen dla badanych genotypdéw zyta zostaly poddane analizie statystycznej. Do analizy
wariancji oraz podzialu genotypow na grupy jednorodne wykorzystano dane po transformacji, ktore
po pogrupowaniu zostaly z powrotem przeliczone na skale oceny.

Analiza wariancji ujawnila znaczace rdznice w odpornosci badanych genotypdéw zyta na rdze
brunatng. Oznacza to, ze stopien porazenia lisci przez rdz¢ brunatng podczas sztucznej inokulacji
ro6znit si¢ w zalezno$ci od genotypu. Sposrod 170 analizowanych genotypow zyta, zidentyfikowano
14 linii, ktoére wykazaty pozadang, wysoka odpornos¢ na tego patogena. Wiele badanych genotypow
byto podatnych na infekcje i oceniono je na 3 lub 4 w stosowanej czterostopniowej skali oceny
porazenia. Jednakze 14 linii (S63N/23, S80N/23, S113N/23, SOA 3/23, Szk 07/22R, HRSM 658 -
4R, HRSM 701 - 3R, HRSM 720 - 2R, HRSM 785 - R, NS419N/1/20, NS151N/14, 3574/1, 4014/1,
4000/2) wykazalo minimalne porazenie lub calkowity brak zarodnikéw na lisciach, co pozwala uznaé
je za odporne na rdz¢ brunatng. Te genotypy stworzyly pierwsza jednorodng grupg. Pozostale
genotypy, ktore w badaniach laboratoryjnych uzyskaly wyzsze oceny, tworzyly kolejne grupy
jednorodne, wskazujace na ich wieksza wrazliwo$¢ na rdze brunatng. Zgodnie z literatura, istnieje
wysoka korelacja pomigdzy odpornoscia okreslong w warunkach laboratoryjnych a odpornoscig w
terenie. Wybrane genotypy moga by¢ wykorzystane w programach hodowli nowych odmian zyta
tolerancyjnych na rdz¢ brunatng.



Wyniki z biezacego roku dotyczace oceny porazenia genotypow zyta przez rdze brunatng sa zgodne z
wczesniejszymi  badaniami [Sawinska 2011; Pietrusinska i in 2018]. Sposréd przebadanych
genotypow zyta ozimego, zaobserwowano kilka form catkowicie odpornych na rdz¢ brunatna. Zasi¢g
porazenia przez patogena w badanych liniach wahatl si¢ od 1,0 do 4,0. Przeprowadzona analiza
statystyczna wykazala znaczace roznice w podatnosci na rdzg brunatng wsrdd badanych genotypow.
Niektore formy wykazaty odpornos¢ na Puccinia recondita. Podobne obserwacje dotyczace linii
wsobnych pochodza z badan przeprowadzonych przez Katedre Genetyki, Hodowli Roslin i
Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Réwniez linie wsobne zyta ozimego,
bedace czgscig catej kolekcji, wykazaty istotne réznice w podatnosci na rdz¢ brunatng [Weber i in.
2015; Bujak i in. 2019].

Ad 2)

Material badawczy stanowilo genomowe DNA roslin pokolenia F,, ktore uzyskano w poprzednim
roku badan. Genomowe DNA wyizolowano za pomocg komercyjnego kitu do ekstrakcji kwasow
nukleinowych, zgodnie z instrukcja producenta. Zastosowanie komercyjnego kitu zapewnito izolacje
wysokiej jakosci DNA o zblizonym stezeniu dla wszystkich analizowanych obiektow. Pierwotnie
zaproponowany wariant przewidywal genotypowanie markerow SNP za pomoca techniki targetGBS.
W 2020 roku ta technika wydawata si¢ najbardziej korzystnym cenowo rozwigzaniem
umozliwiajagcym genotypowanie populacji mapujacej. Jednak w zwigzku z wybuchem pandemii
COVID-19 i zmiana kosztow odczynnikéw do sekwencjonowania, koszt ustugi genotypowania
technikg targetGBS znaczaco wzrost. Koszty wzrosly do takiego poziomu, ze technika targetGBS
przestata by¢ konkurencyjna cenowo w stosunku do innych alternatyw dostepnych na rynku. W
zwigzku z tym firma oferujaca te ustuge zdecydowata si¢ ja catkowicie wycofac z oferty.

Po przeanalizowaniu dostepnych alternatyw zdecydowano si¢ wykorzysta¢ dwie metody
genotypowania;

1. opartag o mikromacierze genotypowanie technologia Illumina Infinium Array w oparciu o
zestaw markerow SNP Rye 5K zawierajacy 4800 markerow [Haseneyer i in. 2011] oraz dodatkowo
wybrane markery z zestawu Rye 600k [Bauer i in. 2017] i markery w genach kandydujacych.
Genotypowanie wykonano ustlugowo przez firm¢ TraitGenetics, specjalizujaca si¢ w tego typu
ustugach. Analizy genotypowania polegaly na wykonaniu wigzania probek DNA z sondami i detekcji
sygnalow hybrydyzacji. Na podstawie odczytanych wynikéw utworzono macierz z informacja o
wariancie genetycznym badanych genotypdw we wszystkich analizowanych locus, dla ktérych udato
si¢ uzyskaé sygnat hybrydyzacji.

2. oparta o sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) wykonang technika DArTseq.
Genotypowanie wykonano jako ustuge zlecong firmie Diversity Arrays Technology Pty Ltd. Technika
DArTseq, opracowana przez t¢ firme, stata si¢ jej flagowa ustugg oferowang dla wielu gatunkéw
roslin i zwierzat. Analizy polegaly na wykonaniu reprezentacji genomowej poprzez trawienie
genomowego DNA odpowiednia kombinacja enzymow restrykcyjnych. Do tak przygotowanych
fragmentoéw dotaczono przez ligacje adaptory (fragmenty DNA zawierajace informacj¢ niezbedng do
hybrydyzacji fragmentow DNA z komora przeplywowa oraz indeksy pozwalajace na identyfikacje
poszczegblnych probek w pozniejszej analizie wynikéw). Nastepnie wykonano wysoko przepustowe
sekwencjonowanie oparte o technologie¢ sekwencjonowania przez synteze¢ na urzadzeniu Illumina.

Z ro$lin pokolenia F, populacji mapujacej zostal wyizolowany material genetyczny (DNA). Do
izolacji wykorzystano zmodyfikowang metod¢ CTAB oraz kity do izolacji genomowego DNA. Po
izolacji ilos¢ oraz jakos¢ wyizolowanego DNA sprawdzono poprzez przeprowadzenie elektroforezy a
takze pomiary spektrofotometryczne. Wszystkie wyizolowane probki przeszty wewnetrzng kontrole
jakos$ci, a mianowicie stezenie powyzej 120 ng/ul, wysoka masa czasteczkowa oraz wspodtczynniki
absorpcji A,s/Assy W przedziale 1.8 do 2.0 oraz A, /Ay, > 2.0. Nastgpnie sporzadzono roztwory
robocze o stezeniu wymaganym przez firmy wykonujace ustugowo genotypowanie, a mianowicie 30
ng/ul dla genotypowania DARTseq oraz 120 ng/ul dla genotypowania mikromacierzami.



Analiza segregacji zidentyfikowanych loci polimorficznych w populacji F, zyta zostata
przeprowadzona przy uzyciu metody DArTseq. Proces ten obejmowat trawienie genomowego DNA
zyta enzymami restrykcyjnymi, tworzac reprezentacj¢ genomowa, a nastgpnie przygotowanie na tej
podstawie bibliotek sekwencyjnych. Biblioteki te poddano wysokoprzepustowemu sekwencjonowaniu
a nastepnie wykorzystujac narzgdzia bioinformatyczne wykonano identyfikacje polimorfizméw SNP.
Linie w populacji F, identyfikowano dzigki specjalnie zaprojektowanym adapterom dodawanym do
oligonukleotydow przed amplifikacja. Kontrola jakosci surowych odczytéw oraz ich mapowanie
wykonano na referencyjna sekwencje genomu zyta, wykorzystujac narzgdzia takie jak Bowtie2.
Analizy bioinformatyczne obejmowaly identyfikacje wariantow SNP w poszczeg6lnych liniach,
wykorzystujac specjalnie opracowany protokot analityczny. Koncowym wynikiem byla macierz
genotypowania dla kazdego locus SNP i polimorfizmu insercji-delecji, wraz z sekwencjg kazdego
markera 1 jego lokalizacja w genomie zyta [Rabanus-Wallace i in. 2021], a takze parametrami
statystycznymi takimi jak warto$¢ e-value i §rednia liczba odczytow.

Genotypowanie populacji F2 zyta za pomocg techniki mikromacierzowej z zastosowaniem zestawu
Rye 5K, opisanego przez Haseneyer i in. w 2011 roku, stanowilo uzupetniajgca metodg do DArTseq.
W tej metodzie, mikromacierze SNP (pojedynczy nukleotyd polimorfizmu) uzywane sg do analizy
genetycznej. Zestaw Rye 5K zawiera okolo 5000 markerow SNP, ktére zostaly specjalnie
zaprojektowane do identyfikacji wariantow genetycznych w genomie zyta. Podczas genotypowania,
DNA z kazdego osobnika z populacji F2 poddawany byt hybrydyzacji na mikromacierzach, co
pozwolito na jednoczesng analize wielu markerow SNP. Dzicki temu mozliwe bylo uzyskanie
wariantu genetycznego w kazdym z analizowanych loci SNP dla wszystkich analizowanych linii
populacji mapujace;j.

Macierz z wynikami genotypowania (DArTseq oraz genotypowanie mikromacierzami) zostala
poddana testowi Chi-kwadrat odchylenia rozkladu od warto$ci oczekiwanej 1:2:1. Markery
spetniajgce kryterium istotnosci p-value (> 0,00001) zaimportowano do programu zaimportowano do
programu R i przy uzyciu pakietu funkcji mstmap.cross z pakietu ASMap [Taylor i Butler 2017]
poddano rozlokowaniu w grupach sprzezen przy uzyciu statystyki LOD (logarytm dziesietny z ilorazu
prawdopodobienstwa sprzezenia dwoch loci do prawdopodobienstwa, ze nie sg sprz¢zone) oraz
analizy czestosci rekombinacji. Rozlokowanie markeréw w grupach sprzezen zostato poréwnane z
lokalizacjag w chromosomach i kontigach loci SNP uzytych do ich zaprojektowania (dla wybranych
grup sprzezen).

W wyniku genotypowania metoda DArT-seq uzyskano 8239 markeré6w o $redniej liczbie odczytow
min. 10. Jest to wynik typowy dla tego typu analiz. Genotypowanie mikromacierzami pozwolito na
uzyskanie 4851 markeréw SNP. Dane o segregacji markeréw dla populacji mapujacych zostaty
zaimportowane do programu R i za pomoca funkcji mstmap.cross z pakietu ASMap utworzono grupy
sprzezen przy uzyciu statystyki LOD (logarytm dziesi¢tny z ilorazu prawdopodobienstwa sprzezenia
dwéch loci do prawdopodobienstwa, ze nie sg sprz¢zone) oraz analizy czesto$ci rekombinacji. Metoda
ta zostatla pozwala na szybkie konstruowanie map na wiele réznych sposobow, korzystajac z
dostarczonych wynikéw genotypowania. Poczatkowo mapa moze by¢ zachowana w catosci, lub
mozna wybra¢ podzbidr wybranych grup sprzezen, korzystajac z argumentu chr. Ustawienie bychr =
FALSE powoduje skupienie informacji o markerach dla wybranych grup i w razie potrzeby
utworzenie nowych grup oraz optymalizacj¢ kolejnosci markerow w kazdej z nich. Ustawienie bychr
= TRUE zapewnia optymalne uporzadkowanie markeréw w kazdej grupie taczenia. Powoduje to
rowniez podzial grup w zaleznosci od wartosci p, podanej w wywotaniu Algorytm pozwala na
dostosowanie progu wartosci p (p.value) dla klastrowania markerow do odrgbnych grup (Wu et al.,
2008) i jest w duzej mierze zalezny od liczby osobnikéw w populacji. Uzyskana kolejno§¢ markerow
w obrgbie testowanych grup sprzezen (1R, 7R) odzwierciedlala kolejnos¢ wystgpowania
poszczegblnych loci polimorficznych w sekwencji genomu zyta [Rabanus-Wallace i in 2021]. Ryciny
2-4 ilistruja rozmieszczenie zidentyfikowanych markeréw SNP w genomie zyta dla odpowiednie
wszystkich markeréw; markerow DArT oraz markeréw mikromacierzowych. Dystrybucja wszystkich
markeréw genetycznych (taczac mikromacierze i DArT) pozwala zauwazy¢, ze niektore regiony



chromosomoéw majg wyzsza gestos¢ markerow, co moze wskazywaé na obszary o szczegdlnym
zainteresowaniu lub wigkszej zmiennosci genetycznej.

W ramach przeprowadzonej analizy genotypowania populacji zyta z wykorzystaniem technik
DArT-seq i mikromacierzy, uzyskano istotne dane dotyczace rozmieszczenia markerow genetycznych
na chromosomach. Metoda DArT-seq pozwolita na identyfikacje 8239 markerdéw, co jest rezultatem
typowym dla tego rodzaju analiz i $wiadczy o wysokiej przepustowosci tej technologii. Z kolei
technika mikromacierzy dostarczyta 4851 markerow SNP, co jest wynikiem zgodnym z
oczekiwaniami dla tej technologii, oferujacej wigksza precyzje w lokalizacji poszczegoélnych loci,
cho¢ przy nizszej przepustowosci w porownaniu do DArT-seq. Import danych o segregacji markerow
do $rodowiska R 1 zastosowanie funkcji mstmap.cross z pakietu ASMap umozliwito stworzenie map
sprzgzen. Wykorzystanie statystyki LOD oraz analizy cz¢sto$ci rekombinacji pozwolito na efektywne
grupowanie markeréw i1 optymalizacj¢ ich kolejnosci w obregbie poszczegdlnych grup sprzezen.
Wyniki uzyskane w badaniu sa spdjne z kolejnoscia loci polimorficznych w genomie zyta, co zostato
potwierdzone w literaturze [Rabanus-Wallace i in. 2021], co $wiadczy o wysokiej jakosSci i
wiarygodnos$ci genotypowania. Analiza rozmieszczenia markeréw SNP w genomie zyta pokazuje
zroéznicowang dystrybucje, z wyraznie rozroznialnymi charakterystykami dla markeréw DArT i
mikromacierzowych. Rownomierna dystrybucja markerow mikromacierzowych moze $wiadczy¢ o
stabilnym pokryciu genomu, co jest kluczowe dla celow hodowlanych i identyfikacji nowych cech
fenotypowych. Z kolei markery DArT, cho¢ roztozone mniej réwnomiernie, moga dostarczac
informacji o regionach genomu mniej reprezentowanych przez mikromacierze, ujawniajac obszary o
potencjalnie wigkszym zréznicowaniu genetycznym. Obserwowane obszary o zwigkszonej gestosci
markerow, moga wskazywa¢ na regiony genomu zawierajace geny kontrolujace wazne cechy
agronomiczne, takie jak odporno$¢ na choroby czy adaptacja do specyficznych warunkéw
srodowiskowych. Te "wyspy" wysokiej gestosci SNP moga by¢ szczegolnie interesujace w kontekscie
dalszych badan nad lokalizacja gendéw kandydujacych [McKenna i in. 2010], poniewaz te regiony
mogg zawiera¢ znaczgce informacje o dziedzicznos$ci cech. Wnioski ptyngce z tej analizy beda
wykorzystane do dalszego rozwoju map genetycznych zyta, co jest kluczowym do osiggnigcia celow
projektu w kolejnych latach i moze przyczyni¢ si¢ do poprawy jakosci i wydajnosci produkcji zyta.
Ponadto, integracja danych z réznych platform genotypowania moze prowadzi¢ do bardziej
szczegotowego zrozumienia struktury genetycznej tej rosliny, co jest zgodne z trendami w genetyce
ro$lin [Varshney i in. 2014].

Ad 3)

Material do analiz stanowito catkowite RNA wyizolowane z lisci siewek wytypowanych genotypow o
zrdznicowanej podatno$ci na porazenie przez rdz¢ brunatng. Rosliny kietkowano w kontrolowanych
warunkach w fitotronie. Inokulacj¢ przeprowadzono w 14 dniu od wysiewu. Material pobrano w
trzech powtdrzeniach biologicznych i dwdch punktach czasowych.

Catkowite RNA do analiz transkryptomu wyizolowano przy uzyciu kitu Total RNA Mini (A&A
Biotechnology). Ilo$¢ oraz jakos¢ (integralnos$¢) wyizolowanego materialu sprawdzono na urzadzeniu
Qiaxcel Advance przy wykorzystaniu zestawu RNA QC (Qiagen). Biblioteki do sekwencjonowania
przygotowano za pomocg zestawu TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit (Illumina) wedlug
protokolu TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation Guide, Part # 15031047 Rev. E, co pozwolito
na uzyskanie bibliotek o znanej orientacji nici (strand sensitive). Sekwencjonowanie wykonano na
urzadzeniu HiSeq2500 w technologii 150 PE, 60 mln odczytow. Wyniki sekwencjonowania zapisano
jako pliki fastq (zawierajace informacj¢ sekwencyjna oraz informacje o jakosci uzyskanych
odczytow). Do analizy otrzymanych wynikow opracowano potok analityczny w oparciu o narzgdzie
Nextflow (https://www.nextflow.io/). Zastosowanie potoku analitycznego opracowanego w oparciu o
Nextflow pozwolito na standaryzacje otrzymanych wynikoéw. Dodatkowo uzyskane wyniki byly
bardziej powtarzalne i wiarygodne. Pierwsza analizg potoku byla kontrola jakosci. Wykorzystano
program fastqc. Odczyty stabej jakosci Q<30 oraz adaptery usunigto za pomocg programu
Trimmomatic (Bolger i in. 2014). Oczyszczone odczyty za pomocg programu bowtie2 zmapowano do
dwodch wersji genomu referencyjnego. Utworzone pliki sam z informacja o potozeniu poszczegolnych



odczytow przeksztatcono w posortowane pliki bam za pomoca narzedzia samtools (Li 2011). Tak
przygotowane pliki bam postuzyly do przygotowania macierzy zaliczen odczytéw przypisanych do
poszczegdlnych gendw za pomocg dwoch algorytmoéw RSEM (transcriptome dependent) oraz kalisto
(transcriptome independent). Uzyskane wyniki ekspresji znormalizowano za pomocg metody lognorm
z pakietu DESeq2 (Love i in. 2019). Analizg poréwnawczg ekspresji genow (DE) wykonano w tym
samym pakiecie programu R (Team i in. 2013). W analizach statystycznych wykorzystano model

liniowy: Y= p + a x f x y + €. Do anotacji opracowanego transkyptomu wykorzystano: program

BLAST (Altschul i in. 1990) i algorytm tblastn oraz program InterProScan. Za pomocg programu
InterProScan do odtworzonych transkryptéw przypisano numery GO. Na podstawie tych danych oraz
wynikow uzyskanych w analizach DE wykonano analiz¢ ‘enrichment analysis’, ktora pozwolita na
wskazanie grup genow, ktore zmieniaja swoja ekspresje pod wpltywem infekcji patogenu. Obliczenia
wykonano przy uzyciu pakietu GOSeq (Young i in. 2012) w programie R. Pakiet GOSeq uwzgledniat
w analizie wptyw dlugosci genu i brat poprawke na tg wartos¢. W analizie GO wykorzystano test
Walleniusa. Otrzymane wartosci p poprawiono ze wzgledu na wykonanie wielokrotnych poréwnan
przy uzyciu metody Benjamini-Hochberga (Benjamini i Hochberg 1995). Za istotnie
nadreprezentowane uznano numery GO dla ktérych warto§¢ FDR < 0.05.

Porownano takze wpltyw genotypu i jego podatno$ci na porazenie na zmiany w ekspresji genow
zwigzanych z odpowiedzia rosliny na patogen. Analizy GO wykonano na podstawie
znormalizowanych danych ekspresji metoda lognorm, dodatkowo wykonano map¢ PCA dla 11 2
sktadowej glownej. Na podstawie znormalizowanych danych ekspresji genéw skonstruowano takze
mapg cieplng obrazujacg wspotczynniki korelacji Pearsona pomigdzy poszczegdlnymi probkami.

Dane z sekwencjonowania wykorzystano takze w analizach VariantCalling w celu identyfikacji
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu, a takze krotkich insercji i delecji (INDEL). Analize
VariantCalling wykonano za pomocg potoku analitycznego GATK. Otrzymane odczyty poréwnano do
otrzymanego de novo transkryptomu za pomoca programu bowtie2. Uzyskane w wyniku tych analiz
pliki bam wykorzystano do poszukiwania mutacji punktowych za pomoca programu HaplotypeCaller.
Otrzymane surowe SNP nastgpnie przefiltrowano na podstawie uzyskanych parametréw mapowania i
tylko najlepsze SNP wykorzystano w dalszych pracach. Analizy bioinformatyczne i obliczenia
statystyczne wykonano na serwerze ,,bioscienta” nalezacym do Katedry Genetyki Hodowli Roslin i
Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclaw, wyposazonym w odpowiednie
oprogramowanie bioinformatyczne i statystyczne.

W badaniu z powodzeniem wyodrgbniono RNA z osmiu probek (UP1 do UPS), osiagajac
koncentracje¢ od 6 do 32 g. Jakos¢ wyizolowanego RNA byla wysoka, co potwierdzaja wspolczynniki
RIN przekraczajace 8. Efektywnos¢ wybranej metody izolacji RNA dla badanego materiatu zostata
potwierdzona, co bylo kluczowe dla dalszego sekwencjonowania transkryptomu. Dzigki uzyskaniu
RNA o wysokiej jakos$ci, proces przygotowania bibliotek przebiegal sprawnie, co zaowocowato ich
wysoka jakoscia i pomyslnym sekwencjonowaniem. Sekwencjonowanie kazdej z bibliotek
dostarczyto od 43 do 44 milionéw odczytdéw oraz od 7,2 do 7,8 Gpz odczytanych nukleotydow. Okoto
95% odczytdow charakteryzowato si¢ jakoscia Phred powyzej 30, $wiadczac o sukcesie
sekwencjonowania, podsumowano w tabeli 2. Wysoka jako$¢ odczytow umozliwita przeprowadzenie
analiz roznic ekspresji genow (DE). Mapowanie wynikéw pozwolilo na przypisanie wigkszosci
odczytow do konkretnych lokalizacji w genomie referencyjnym, z co najmniej 80% odczytow
zmapowanych do jednego miejsca dla kazdej probki, co umozliwilo dalsze porownawcze analizy
ekspresji. Po zatadowaniu danych do R i uzyciu pakietu DESeq2 obliczono wspotczynniki
normalizacji dla bibliotek (Tabela 4), ktore wskazywaly na podobng glgbokos¢ sekwencjonowania we
wszystkich probkach. Spdjnos¢ wynikow miedzy powtdrzeniami biologicznymi, zilustrowana na
rysunku 1, potwierdza poprawno$¢ przeprowadzonych eksperymentéw. Analiza poréwnawcza
ekspresji ujawnila istotng zmiane¢ ekspresji w 3492 genach (FDR < 0,01) o przynajmniej dwukrotnie
wyzszej lub nizszej ekspresji w roslinach uzyskanych klasycznymi metodami.



W oparciu o przedstawione wyniki, nasza dyskusja koncentruje si¢ na kluczowych aspektach biologii
molekularnej i genetyki, ze szczegdlnym uwzglednieniem izolacji RNA, sekwencjonowania
transkryptomu 1 analizy réznic ekspresji genow (DE). WykazaliSmy, ze zastosowana metoda izolacji
RNA byta skuteczna, co potwierdzaja wysokie wspotczynniki RIN (powyzej 8) oraz znaczace
koncentracje RNA (6 do 32 g). Jako§¢ RNA jest kluczowa dla sukcesu sekwencjonowania
transkryptomu, co znajduje potwierdzenie w literaturze [Schroeder i in.., 2006; Fleige i Pfaffl, 2006].
Wyniki te podkreslaja znaczenie zastosowania odpowiednich metod izolacji RNA w celu zapewnienia
wiarygodnosci wynikow molekularnych analiz. Uzyskano od 43 do 44 milionéw odczytow dla kazdej
z bibliotek, z okoto 95% odczytow charakteryzujacych si¢ jakoscig Phred powyzej 30. Ta ilos¢ i
jako$¢ danych sekwencjonowania odpowiada aktualnym standardom i wskazuje na wysoka
efektywno$¢ procesu (Metzker, 2010). Takie wyniki $wiadczg o skutecznosci naszej metodyki 1 jej
przydatno$ci w analizie transkryptomicznej. Stosowanie pakietu DESeq2 do analizy DE i
identyfikacji istotnych zmian ekspresji w 3492 genach jest zgodne z aktualnymi standardami (Love et
al., 2014). Wyniki te potwierdzajg skuteczno$§¢ metody w identyfikacji kluczowych genoéw
roznicujacych badane grupy, co ma znaczenie dla zrozumienia mechanizméw molekularnych lezacych
u podstaw obserwowanych fenotypow. Analizy dotyczace genow zwigzanych z odpornos$cig, takich
jak geny klasy TIR-NBS-LRR czy geny transporterow ABC, sa zgodne z wcze$niejszymi badaniami
nad mechanizmami obronnymi ro$lin (Jones i Dangl, 2006; Kangasjirvi et al., 2012). Wskazuje to na
potencjalng role tych genéw w adaptacji roslin do stresow biotycznych, co otwiera nowe mozliwosci
dla dalszych badan w tej dziedzinie. Podsumowujac, nasze badanie skutecznie wykorzystuje
zaawansowane techniki biologii molekularnej do uzyskania doglgbnego wgladu w zmiany ekspres;ji
genow. Osiagnigta wysoka jako$¢ danych RNA-seq, potaczona z kompleksowa analizg statystyczna,
umozliwia glgbokie zrozumienie mechanizméw molekularnych. Wyniki te majg istotne implikacje dla
dalszych badan zwigzanych z analiza mechanizmu molekularnej odporno$ci zyta na rdz¢ brunatna.
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